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RESUME - 22 contaminants fongiques sont isolés á partir des dreches blanches de 
mais en majeure partie cellulosiques. La variation des milieux d'isolement, de la 
Branulometrie et de l'aérauon du substrat permet de diviser ces contaminants en 
deux groupes principaux. Les contaminants internes présents dans le mais des la 
récolte el les contaminants externes ou superficiels isolés une à deux fois seulement. 
Cladosporium herbarum ct Monascus ruber sont les principaux contaminants internes. 
Mains fréquents, Epicoccum purpurascens, Aspergillus terreus el Penicillium glabrum 
ne se développent qu'en presence d'oxygéne. Le second groupe comprend essen- 
ticilement des moisissures des genres Penicillium et Aspergillus. 


ABSTRACT - Twenty two fungal strains have been isolated from mainly cellulosic 
corn white draff. The use of various isolation media, of various granulometries of the 
substrate, of various aeration conditions allow to classify the contaminants into two 
main groups : internal contaminants present in the corn since harvest and external 
contaminants isolated only once or twice. Cladosporium herbarum and Monaseus ru- 
ber are the main internal contaminants. £picoccum purpurascens, Aspergillus terreus 
and Penicillium glabrum are tess frequent and develop only in the presence of oxy- 
gen. The second group contents mainty molds of genus Penicillium and Aspergillus. 


MOTS CLES: Mais, dréches blanches, contaminants fongiques. 


INTROBUCTION 


La composition chimique du mais, céréale oléagineuse, pauvre en 
cellulose est stable, quelle que soit la variété, le lieu de production ou 
l'année. C'est une des raisons qui justifie sa présence dans les rations indus- 
triciles. En 1981-1982, 21 millions de tonnes de mais ont été commercialisées 
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dans la CEE: 15.2 ont été utilisées pour l'alimentation animale et 6,2 mil- 
lions ont été transformées par les industries de l'amidonnerie, de la 
semoulerie et de la distillerie (Association Générale des Producteurs de 
Mais, 1983). Tandis que les deux premiéres sont importantes en Europe, la 
troisiéme est surtout développée au Royaume Uni (whisky écossais). 


L'amidonnerie fait partie des industries qui, à partir d'une matière ri- 
che en cet hydrate de carbone, l'amidon, le séparent et le purifient. Les 
matiéres premiéres utilisées sont surtout des céréales comme le mais. Le lait 
d'amidon extrait doit étre trés pur, dépourvu de protéines et d'huile car il 
représente le produit de base de toute la chaine industrielle. L’extraction de 
ces différents constituants est aujourd'hui complète, un minimum d'amidon 
est “perdu” dans les dreches consommées en alimentation animale. Les pro- 
ducteurs d'aliments pour animaux additionnent souvent celles-ci de "Corn 
steep” riche en sucre, sels minéraux et protéines. L'ensemble forme le “Corn 
gluten feed” produit de substitution des céréales. La demande croissante en 
protéines à la fin du XXème siècle ne peut être satisfaite seulement par 
l'intensification des cultures ou de l'élevage. Des sources de protéines non 
conventionnelles doivent étre explorées pour couvrir une partie de ces be- 
soins. Les "Single Cell Protein" forment une source d'importance 
considérable. Elles représentent les cellules d'algues, de bactéries ou de 
champignons cultivées pour leur contenu protéique (Bisaria & Madan, 1983). 
L'analyse des dréches de mais a été réalisée dans le cadre de travaux visant à 
enrichir ce substrat en protéines d'origine fongique en vue d'une utilisation 
du produit final dans l'alimentation animale. L'incorporation du produit 
obtenu dans les aliments pour animaux nécessite l'absence de mycotoxines et 
par conséquent l'absence de souches susceptibles d'étre productrices de ces 
toxines. 


Au cours de ce travail, nous avons étudié les “dréches blanches" de 
mais composées de la fraction cellulosique du “grain” isolée à l'occasion de 
la séparation de l'amidon. Nous nous sommes intéressés à la méthode d'ob- 
tention de ces dréches ainsi qu'à leur composition avant de les soumettre à 
une analyse microbiologique. 


MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Méthodes d'obtention 


Le sous-produit industriel étudié a été fourni par les établissements 
Roquette, une des deux amidonneries du Nord de la France localisee à 
Lille. [ls traitent industriellement 2500 tonnes de mais par jour venant du 
Sud Ouest de la France. 
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Tableau f - Analyse des dréches blanches. 
Table | - Analysis of corn white draff, 


Constituants Etablissements Despoulain et al. 
Roquette 


Perte à la dessication 
Résidu à la calcination 
Azote total 

Azote protéique 
Amidon 

Hemicellulose 
Cellulose 

Lignine 

Lipides totaux 

pH dreches stérilisées 
pH dréches non stérilisces 


Les grains sont trempés dans une solution d'anhydride sulfureux pen- 
dant 30 à 48h à une température de 50 à 52°C. Cette solution permet de 
transformer les sucres réducteurs en acide lactique. Les eaux de trempage 
chargées de toutes les particules solubles (sucres, sels minéraux, protéines et 
acide lactique) sont séparées puis concentrées par évaporation sous vide pour 
former le "corn steep” ou soluble de mais. Le grain, ramolli par le trempage, 
subit un broyage grossier qui le fait éclater en libérant le germe sans le bri- 
ser. Les germes séparés des autres constituants du grain sont lavés, séchés, 
puis pressés pour en extraire l'huile brute. Le tourteau résiduel est destiné à 
l'alimentation animale. 


La suspension comprenant Vamidon, les protéines et les fibres 
cellulosiques est très finement broyée. Ce mélange subit ensuite deux tami- 
sages: le premier sépare les enveloppes les plus grosses, le second les fines 
particules. Les enveloppes lavées et séchées sont appelées “dréches”, L'ami- 
don et les protéines sont séparés par centrifugation. 


Composition 


L'analyse des dréches blanches obtenues en amidonnerie est présentée 
dans le tableau l. Elles sont riches en hémicellulose (52,3%) et cellulose 
(16%). Elles ne contiennent que 8,14% de protéines. Leur teneur en amidon 
est encore de 20,2% 


Analyse microbiologique 


| à 2g de dréches en poudre ou 2 à 3g en granulés sont mis en présence 
de 4 milieux de cultures différents, soit déposés à la surface du milieu, soit 
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introduits dans la boite de Pétri avant de couler le milieu selon la méthode 
de “Warcup” (Warcup, 1960). 


Les milieux de culture utilisés sont: a) milieu gélosé a base d’extrait de 
malt (MEA): il contient 15g d'agar et 15g d'extrait de malt pour | litre de 
milieu, pH = 5. b) le même milieu additionné de chloramphénicol (500mg/l) 
(MEAc), pH =5. c) milieu de Galzy & Slonimski (1957) (GS), gélosé avec 
15g d'agar par litre, pH —4,5. d) milieu pomme de terre, glucose, agar 
(Difco) (PDA), pH — 5,6. 


Ces milieux de culture sont stérilisés à l'autoclave à 120°C pendant 20 
mn et répartis en boites de Pétri (90mm). Aprés ensemencement des dréches, 
les cultures sont incubées à 24°C en vue d'obtenir un bon développement 
des contaminants. Chaque contaminant isolé et identifie est conservé en tube 
sur milieu à base d'extrait de malt à 4^C. Chaque essai est réalisé en 3 exem- 
plaires. 


RÉSULTATS ET DISCUSSION 


Les contaminants isolés des dreches blanches sont regroupés dans le ta- 
bleau Il, représentant respectivement les isolements réalisés à partir des 4 
milieux utilises MEA, MEAc, GS, PDA à la surface de la gélose et en 
“Warcup”. 


Le tableau nous indique pour les 4 milieux: - le nom de chaque conta- 
minant, - Sa présence ou non sur les dréches en poudre, - sa présence ou 
non sur les dréches en granulés, - sa fréquence d'apparition par rapport au 
nombre de boites ensemencées (3). 


Pour faciliter l'expression des résultats, nous pouvons diviser les conta- 
minants en 3 grands groupes (Tabl. 111) selon le nombre d'observations 
faites de chaque contaminant sur un milieu donné: - micromycétes peu 
fréquents: observés une fois, - micromycétes assez fréquents: observés deux 
fois, - micromycétes trés fréquents: observés trois fois et plus. Ces obser- 
vations sont réalisées sans tenir compte de la granulométrie du solvant. 
Nous constatons que la majeure partie des micromycétes n'est observée 
qu'une fois sur un même milieu a l'exception de 6 moisissures observées 2 
fois et 6 moisissures observées 3 fois et plus. 


Les pH des 4 milieux utilisés sont trés proches. Ils vont de 4,5 pour le 
milicu GS à 5,6 pour le milieu PDA. Ces pH faiblement acides conviennent 
a Ja grande majorité des micromycétes. Les milieux MEA, MEAc et PDA a 
base de malt ou d'amidon sont riches par rapport au milieu GS contenant 
seulement des éléments minéraux et une seule source de carbone. 
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Tableau IM: Récapitulatif d 
tres fréquent. 


Table II: Récapitulation of the various fungal strains contaminaiting corn white 
draff. 
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Micromycétes Micromycétes Micromycètes 
peu fréquents assez fréquents très fréquents 


milieu MEA Cladosporium herbarum Epicoccum purpurascens Penicillium qlabrum 
Surface Paecilomyces variotii 

Penicillium aurantiogriseum 

Penicillium claviforme 

Penicillium crustosum 

Penicillium hirsutum 

Penicillium pinophylum 


WARCUP Aspergillus echinulatus Aspezgillus chevalieri Monascus ruber 


milieu MEAc Aspergillus amstelodami Asperqillus chevalieri 
Surface Aspergillus terreus Penicillium aurantio- 
Y. aureus griseum 
Aspergillus terreus 
Cladosporium herbarum 
Monazcus ruber 
Penicillium claviforme 


Penicillium corylophilium 


WARCUP Aspergillus chavalieri Aspergillus flavus var Monascus ruber 
Aspergillus repens columnaris 
Basidiomycóte 
Cladosporium herbarum 


Cladosporium herbarum E 


milieu GS Aspergillus terreus 


Surface Penicillium glabrum Epicoccum purpurascens 
Monascus ruber 


WARCUP Aspergillus chevalieri Monascus ruber 
Aspergillus manginii 
Basidiomycéte 
milieu PDA Aspergillus flavus var Epicoccum purpurascens Aspergillus terreus var 
Surface columnaris aureus 


Aspergillus niger 
Cladosporium herbarum 
Peniciliium glabrum 

WARCUP Aspergillus chevalieri Monascus ruber 
Aspergillus manginii 
Cladosporium herbarum 


Penicillium corylophilum 
i A ASA T ee 


Tableau 111: Fréquence des contaminants sur les différents milicux de culture. 
Table Ili: Occurrence of contaminants on each culture medium. 
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Spécificité de la souche pour le milieu 


Cinq souches sont isolées réguliérement sur 3 ou 4 des milieux utilisés: 
Aspergillus chevalieri, Cladosporium herbarum, Epicoccum purpurascens, 
Menascus ruber et Penicillium glabrum. Dans l'ensemble, les autres souches 
n'ont ele isolées qu'à partir d'un seul milieu de culture. 


Influence de la granulométrie du substrat mam la pousse des contaminants 


Les souches qui apparaissent dans les drèches en granulės ont du mal á 
se développer car leurs conidies sont enfermées à l'intérieur des granulés. El- 
les manquent d'oxygène pour leur germination. Elles présentent des 
dilficultes de croissance car elles ne sont pas directement en contact avec le 
milieu nutritif. Le manque de place et la faible humidité relative vont engen- 
drer une faible proportion de germination des conidies. Ces dernières de- 
vront donc être nombreuses pour que le contaminant se développe. Les sou- 
ches qui se développent dans les drèches en granulés seront appelées des 
contaminants “internes” ce qui signifie qu'elles sont présentes dans le sub- 
Strat depuis le stockage des grains de mais ou même au champ avant la 
récolte. Les autres contaminants isolés une à deux fois au maximum, et à 
partir de dreches en poudre sont appelés contaminants “externes” ou superfi- 
ciels des dréches. [ls peuvent avoir contaminé le substrat “accidentellement” 
au cours du transport. 


Parmi les moisissures isolées sur plusieurs milieux de culture, aucune 
né s'esl développée sur les dréches en poudre sans se développer sur les 
drèches en granulés et inversement. 


Influence de l'aérobiose el de l'anaérobiose mm le développement des 
contaminants 


À la surface des milieux. les souches se développent en aérobiose. Sous 
la gélose, la germination des conidies et le début de la phase de croissance 
s'effectue en anaérobiose. Seules 3 souches sc développent exclusivement en 
aérobiose: Aspergillus terreus, A. terreus var. aureus, Epicoccum purpurascens. 


Les Penicillium isolés n'apparaissent qu'en surface des milieux de cultu- 
re à l'exception de Penicillium carylophilum qui est présent en “Warcup” sur 
le milieu PDA. 


Aspergillus chevalieri, Cladusparium herbarum et Monascus ruber se 
développent trés bien sur les milieux utilisés; ils sont indifférents à l'absence 
d'oxygène lors de la germination des conidies et à la granulométrie du sub- 
Strat. La pousse de ces contaminants dans toutes les conditions essayées met 
en évidence leur présence en profondeur du substrat. Epicoccum purpurascens, 
Aspergillus terreus et Penicillium glabrum sont également des contaminants 
internes aux dréches, mais ne se développent qu'en aérohiose. 
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Cahagnier & Poisson (1973), en étudiant la microflore des grains de 
mais humide en fonction de divers modes de stockage ont observé la 
dominance du genre Cladosporium sur les grains de mais à la récolte et une 
pauvreté en Penicillium et en Aspergillus. Plus xérophiles que le genre 
précédent. ces moisissures sont susceptibles d'étre à l'origine d'une "flore de 
stockage". 


Sur 9 Aspergillus isolés, 5 appartiennent au groupe gfancus. La nature 
osmophile des espèces de ce groupe nécessite l'utilisation d'un substrat 
caractérisé par une forte pression osmolique (Raper et al., 1973). Aspergillus 
chevalicri est présent dans les 4 milieux étudiés en Warcup dont 3 en 
présence de dreches en granulés et Aspergillus echinulatus, A. manginit et A. 
repens sont isolés uniquement en condition Warcup. 4. chevalieri est un trés 
bon utilisateur de glucose, et il a été trouvé dans les grains de mais moisis 
(Richard et al.. 1969); mais il n'attaque pas les substrats cellulosiques (Reese 
& Downing. 1931). 


Parmi les contaminants internes, Afonascus ruber van Tiegh et 
Cladosporium herbarum sont les plus fréquents sur les differents milieux 
utilises. Le premier, encore appelé Monascus purpureus Went, appartient aux 
Pezizales. La délimitation de cette espéce est ma! connue. Cette moisissure 
est couramment rencontrée dans les aliments à base d'amidon. Différents 
rapports sur ces 2 noms ont été effectués (Domsch et al., 1980) à propos de 
souches venant d'une part d'amidonnerie en Afrique du Sud et d'autre part 
de mais d'ensilage contaminé par des micromycétes aux USA, en Australie 
(Cole & Kendrick. 1968) et en France (Moreau, 1971). Cladosporium 
herbarum (Hyphomycétes) est un des premiers colonisateurs des substrats 
végétaux inertes, en particulier les graines et les feuilles. Son pH de croissan- 
ce optimum est voisin de celui des milieux utilisés. De nombreux rapports 
existent sur sa présence dans les graines de céréales (Malone & Muskett, 
1964: Moubasher et ak, 1972). 11 posséde une bonne activité amylolytique 
(Flanagan & Scarborough. 1974) et la décomposition de la cellulose se pro- 
duit sur les substrats les plus variés. Ces différents renseignements peuvent 
expliquer son abondance dans les dréches de mais. Epicoccum purpurascens et 
Aspergillus terreus se trouvent tous deux couramment dans les graines el no- 
tamment Je mats (Moubasher et al., 1972). Le premier degrade la cellulose 
(Moreau et al., 1965); le deuxième la cellulose (Pugh, 1966) et l'amidon 
(Franz, 1975). La production de gaz carbonique par A. terrens, et donc son 
développement, sont diminués par un substrat dense comme des billes de 
verre (Parr & Norman, 1964); cela explique son absence de développement 
en ensemencement “Warcup” ou les dréches recouvertes de gélose forment 
un substrat trés compact. 


D'aprés l'étude de Richard et al. réalisée en 1969 sur les champignons 
toxiques associés au mais stocké, la majorité des souches toxiques isolées ap- 
partiennent aux genres Aspergillus et Penicillium. Ceux-ci, comme nous 
l'avons confirmé au cours de cette analvse, n'envahissent pas ou peu les 
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grains avant la récolte mais plutót au cours du stockage. Les contaminants 
internes. comme Monascus ruber, Epicoccum purpurascens, Cladosporium 
herbarum et Aspergillus chevalieri ne sont pas cités comme des producteurs 
majeurs de mycotoxines. 


En conclusion. l'analyse des dréches de mais sous forme de poudre et 
de granulés a permis de discerner les contaminants "internes" des contami- 
nants "externes". Le milieu malt chloramphénicol, milieu le plus riche inhi- 
bant les bactéries, permet d'isoler 14 des 22 micromycètes détectés dans les 
dréches. Les autres milieux confirment et complètent cette analyse 
microbiologique. 


Le nombre restreint de contaminations liées à un substrat peu hydraté 
(9,5%) ct la faible proportion de souches susceptibles de produire des 
mycotoxines dans les dréches non stérilisées engagent à entreprendre une va- 
lorisatión de celles-ci par enrichissement protéique en vue de l'utilisation ali- 
mentaire animale. 
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